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Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereiehten Unteriagen entnommen 

(g) Verfahren zur Auffindung von Liganden die an ein drug target binden mittels 
1 H,1 H-Kernresonanzspektroskopie 

(g) Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zur Auf- 
findung von Liganden bereit, die an ein vorgegebenes 
drug target binden. Dieses Verfahren basiert auf der 
Messmethode der Kernresonanzspektroskopie (NMR). Es 
umfasst die folgenden Schritte: (A) Aufnahme eines zwei- 
oder hdherdimensionalen NMR-Korreiationsspektrums 
des freien, geldsten drug targets, bei dem mindestens 
zwei Protonendimensionen miteinander korrellert sind, 
als Referenzspektrum; <B) Aufnahme eines zweiten, 
gleichartigen NMR-Korrelationsspektrums einer das drug 
target und einen oder mehreren Testsubstanzen enthal- 
tenden Losung als Testspektrum; und (C) Identifizierung 
bindender Liganden anhand von Veranderungen der 
NMR-Signale des drug targets zwischen dem Testspek- 
trum und dem Referenzspektrum. Dieses Verfahren ist ge- 
genuber dem Stand der Technik insbesondere dadurch 
ausgezeichnet, dass zu dessen Durchfuhrung kelne Mar- 
kierung des drug targets mit Isotopen wie ^^C oder ''^N er- 
forderlich ist. 
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schreibung 



1. Einleitung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betriflft ein Vaf ahren 
zur Auffindung von Liganden, die an ein voigegebenes drug 
target binden, mit Hilfe von ^H/H-Korrelationsspektien der 
Kemresonanz-Spektroskopie (NMR). 

2. Hinteigrund und Stand der Technik 
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[0002] Die Suche nach \\^irkstoff-Kandidaten in den life 
Sciences (Pharma, Her- und Pflanzenschutz) wird heute 
mittels vielfaltiger biologischer, chemischer und physikali- 
scher Screening- Verfahren betrieben. Dabei wird aus dnar 15 
moglichst umfangreichen und chemisch diversen Samm- 
lung niedermolekulara: Substanzen nach Vcrbindungen ge- 
sucht, die an ein voigegebenes krankheitsrelevantes Zielmo- 
lekQl (drug target; in der Regel ein Protein, RNA- oder 
DNA-Abschnitt) binden und dessen biologische Funktion 20 
beeinflussen. Derart aufgejfundene Liganden (initial hits) 
sind Ausgangsv«1)induri|en fur die Entwicklung von \Mrk- 
stoff-Kandidaten. Sie miissen in der anschheBenden Phase 
der Wrkstoffentwicklung hinsichtlich ihrer Affinitat und 
Selektivitat gegenuber dem drug target in der Regel noch 25 
verbessert werden, bevor ihre Wirksamkeit, Toxizitat und 
pharmakokinetischen Eigenschaften (wie die Aufnahme, 
Verteilung, Metabolisierung und Ausscheidung in biologi- 
schen Systemen) dutch Variadon der chemischen Struktur 
gemaB Prinzipien der medizuiischen Chemie und erste in 30 
vivo Tests angepaBt werden konnen. Bei diesen Wirkstoflf- 
Optimiaiingsprozessen ist es von entschddendem \brteil, 
die relevanten Wechselwirkungen und Charakteristika der 
Bindung eines liganden am drug target genau zu kennen. 
Basieiend auf diesem Wssen kann die weitere Wirkstofifent- 35 
wicklung rational, zielgerichtet und beschleunigt durchge- 
fUhrt werden. 

[0003] Die magnetische Kemresonanz-Spektroskopie 
(NMR), mit der molekulare Strukturen, Beweglichkeiten 
und Wechselwirkungen mit atomarer Auflosung charakteri- 40 
siert werden konnen, bietet fur die konmierzielle Wirkstoff- 
suche und -entwicklung eine Kombination besonderer Star- 
ken, die nachfolgend naher ausgeftihrt sind. Sie lost damit 
viele Probleme, die altemativen Verfahren inharent sind. 
[0004] NMR stellt eine universell einsetzbare physikali- 45 
sche MeBmethode dar, die das Screening nach (bindraden) 
Ligand«i amoglicht Es mUssen also nicht erst zeitaufwan- 
dig system- bzw. funktionsspezifische biochemische Nach- 
weisverfahren (bio-assays) entwickelt warden, die zudem 
das Risiko haufiger falsch positiver Nachweise durch Ne- 50 
benreaktionen bergen. Ebenso kann bereits ohne Kenntnis 
der ftoteinftinktion mimittelbar im AnschluB an die Identifi- 
zierung eines drug targets (z. B. mittels Methoden der Bio- 
informatik) mit der Wirkstoffsuche per NMR begonnen 
werden. 55 

[0005] NMR ist die derzeit empfindlichste Screeningme- 
thode zum Nachweis auch sehr schwach bindender Wirk- 
stoff-Vorlaufer. Sie kann daher insbesondere auch neuartige 
Ansatze der Wirkstoffentwicklung iiber neue Ausgangsmo- 
lekiile erschlieBen, $0 
[0006] NMR erlaubt zudem die Klassifizierung aufgefun- 
dener Liganden nach ihrer BindungsstMrke (Affinitat) Ober 
einfache Titrationsexperimente. 

[0007] NMR licfert atomar aufgeloste Spektren. Damit 
kdnnen dnerseits direkt verschiedene molekulare Kompo- 65 
nenten einer Mischung von Vcrbindungen unterschieden 
werden; NMR-Screening kann also unmittelbar mit der Auf- 
trennung und Analyse von Stofifgemischen (beispielsweise 



aus kombinatorischer Synthese odcr NaturstofiF-Banken) 
vorbunden werden. Zum anderen konnen anhand der NMR- 
Spektren des drug targets unmittelbar verschiedene Bin- 
dungsstellen des Liganden am drug target erkannt und unter- 
schieden werden. Dies wiederum erlaubt es, schnell unspe- 
zifische Oder inelevante Wechselwirkungen und damit 
falsch-positive Anzeigen auszuschlieBen. Mittels NMR- 
spektroskopischer Methoden (in Verbindung mit geeigneten 
rechnergestiitzten Simulationsverfahren wie molecular dy- 
namics etc.) ist es weiterfain mogiich, die raumliche Struktur 
des Komplexes aus Ligand und drug target und damit den 
Bindungsmodus zu bestimmen (H.-J. Bohm, G. Klebe, H. 
Kubinyi: "Wirkstoffdesign", Spektrum Akademischer Ver- 
lag GmbH, 1996, Heidelberg^erlin/Oxford, ISBN 3-8274- 
0174-7). Die Entdeckung neuer Bindungsstellen und -modi 
eroffnet neuartige Ansatze der Wirkstoffentwicklung. 
[0008] Mittels NMR konnen molekulare Strukturen, Be- 
weglichkeiten und Wechselwirkungen mit atomarer Auflo- 
sung bestimmt und imifassend charakterisiert werden. Da- 
mit schafift NMR die essentiellen Grundlagen fiir die erfolg- 
reiche Optimierung der aufgefundenen ersten bindenden Li- 
ganden (inital hits) nach Prinzipien der rationalen struktur- 
basierten Wirkstoffentwicklung (rational drug design). Die 
besondere Starke der NMR-Speko-oskopie liegt also in der 
Kombination und gleichzeitigen Eignung zum Aufspiiren 
und zielgerichteten Optimieren neuer Liganden. 
[0009] Die Verfahren des NMR-Soreenings koimea in 
prinzipien zwei Klassen eingeteilt werden (Diarcks, Coles 
et aL: Current Opinion in Chemical Biolosy 2001, 5 
285-291): 

- Auf den Liganden detektierende Verfahren (ligan- 
dfflidetektierende Verfahren) 

- Auf dem drug target detektierende Verfahren (target- 
detektierende Verfahren) 

[0010] Die ligandendetektierenden Verfahren, bei denen 
nach bindungsinduzierten Veranderungen in den NMR- 
Spektren von Liganden gesucht wird, erlauben die unmittei- 
bare Auftrennung von Stofifgemischen und selektive Erken- 
nung bindender Liganden. Die meisten dieser Screening- 
Verfahren erfassen entweder direkte intermolekulare Wech- 
selwirkungen zwischen dem drug target und Liganden iiber 
dipolare RelaxationsphSnomene, oder die Abnahme der 
fteien Beweglichkeit eines Liganden aufgrund seiner Bin- 
dung an das (viel groSere und tragere) drug target, d. h. die 
Verlangsamung seiner Dififusion und/oderEigendrehung. 
[0011] Diffusion wird NMR-spektroskopisch direkt uber 
die Signalabnahme bei Einsatz magnetischer Feldgradien- 
ten-Echos erfafit. Bei der Diffusions-geordneten NMR- 
Spektroskopie, DOSY (Johnson: Progress in Nuclear Ma- 
gnetic Resonance Spectroscopy 1999, 34, 203-256), wird 
die Abhangigkeit der Signalabnahme von Echostarke oder - 
dauer zur Bestinnmung der Diffusionskoeffizienten aufge- 
zeichnet. Diese werden dann in einer zwdten Pseudo-Di- 
mension aufgetragen und erlauben so eine schnelle Auftren- 
nung von Stoffgemischen in einzebie, verschieden schnell 
dififundierende Komponenten (Barjat, Morris et aL: Journal 
of M^etic Resonance 1995. BIOS, 170-172). Ein kon- 
stantes Feldgradienten-Echo wirkt als einfacher Diflfusions- 
filter, der ans drug target bindende Liganden selektiv 
dampft, und findet in dem in WO 98/48264 beschriebenen 
Verfahren des ligandendetektierenden NMR-Screenings 
Anwendung. Ein spezieller Nachteil dieser Methode ist die 
aufwandige und fehleranfallige Referenzierung der erhalte- 
nen NMR-Spektren: Fiir jeden potenziellen Liganden mus- 
sen entsprechende Spektren jeweils ohne und mit zugegebe- 
nem drug target aufgenommen werden, aus deren Subtrak- 
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tion sich erst die gesuchte Infonnauon der Signalabnahme 
ablesen laBt. In der Regel muB auBerdem das Spektrum des 
drug targets abgezogen w^den. 

[0012] Die molekulare Eigendrehung ist nur indirekt uber 
die Beeinfiussung von NMR-Relaxattonsprozessen zu crfas- 
sen. Hierzu gehort die entropische T2-Relaxation, die zur 
Verbreiterung und Dampfung der NMR-Signale fiihrt und 
mit abnehmender Molekulbeweglichkeit zunimmt T2-Rela- 
xationsraten konnen mit geeigneten NMR-Experimenten 
aus der Signalabnahme in Abhangigkeit von der Dauer einer 
SpinLock- oder z, B. CPMG-Echosequenz ermittelt werden. 
Eine konstante SpinLock- bzw. Echodauer wirkt als T2-Re- 
laxationsfilter, der analog dem beschriebenen Diffusionsfil- 
ter nur bindende Liganden dSmpft Dieses Prinzip des ligan- 
dendetektierenden NMR-Screenings wird ebenfalls in 
WO 98/48264 beschrieben und hat die o.a. speziellen 
Nachteile. 

[0013] Ein weiteres NMR-Relaxationsphanomen ist der 
Kera-Overhauser-Effekt (Nuclear Overhauser Effect, 
NOE), bei dem Magnetisierung zwischen raumlich nahen 
Kemspins libertragen wird. Das AusmaB des NOE hangt, 
auBer vom Abstand der Kemspins und der gewahlten Ent- 
wicklungsdauer, stark von der molekularen Beweglichkeit 
ab. Insbesondere wechselt das Vorzeichen des NOE beim 
Obeigang von kleinen zu groBen Molekiilen. Ein kleinerli- 25 
gand verfialt sich dabd im gebundenen Zustand wie das 
groBe drug target und nimmt nach seiner Dissoziation die 
temporar erworbene NOE-Int«isitat als sogenannten Ttans- 
fer-NOE (trNOE) in den fteien Zustand mit. Ein auch nur 
voriibergehend bindender Ligand kann folglicb NMR-spek- 
troskopisch dadurch von nicht bindenden kleinen MolekO- 
len unterschieden werden, daB er im Gegensatz zu diesen 
auch trNOE mit umgekehrtem Vorzeichen aufweist Dieses 
Prinzip ist Grundlage des in DE 196 49 359 CI beschriebe- 
nen und als Bioaffinity NMR publizierten Verfahrens 
(Meyer, Weimar et al.: European Journal of Biochemistry 
1997, 246, 705-709) zum ligandendetektierenden NMR- 
Screening. Hierbci ist keine Spektrenreferenzierung notig. 
Die Methode hat jedoch den wesentlichen Nachteil, daB 
stark bindende Liganden tibersehen werden k5nnen (falsch- 
negative Anzeige), denn die Indikation der Ligandenbin- 
dung erfolgt nur am Bruchteil der wieder dissoziierten Li- 
gandenmolekule. Falls der Ligand zu fest bindet, bleibt der 
Nachweis aus. 

[0014] Neben den beschriebenen intramolekularen NOE- 
Phanomenen zwischen Kemspins innerhalb desselben Mo- 
lekiils (hier. Ligand) kann Magnetisierung auch zwischen 
Kemspins des drug target und seinen Liganden ausgetauscht 
werden. Ein solcher intermolekularer NOE kann prinzipiell 
sowohl auf dem Ligand als auch auf dem drug target beob- 
achtet werden und ist ein unmittelbar zuganghcher, nicht 
primar von Anderungen molekularer Beweglichkeit beein- 
fluSt^ Indikator der Ligandenbindung. Er ist beispielsweise 
Grundlage des ligandendetektieienden NMR-Screenings 
uber Sattigungs-Ttaisfer-Differenz = STD (Klein, Mein- 
ecke et al.: Journal of the American Chenoical Society 1999, 
121, 5336-5337; Mayer and Meyer Angewandte Chemie, 
International Edition in EngUsh 1999, 38, 1784-1788), 
NOE-Pumping (Chen and Shs^iro: Journal of the American 
Chemical Society 1998, 120, 10258-10259; Chen and Sha- 
piro: Journal of the American Chemical Society 2000, 122, 
414-415) und WaterLOGSY (Dalvit, PevareUo et al.: Jour- 
nal of Biomolecular NMR 2000, 18, 65-68). Auch bei die- 
sen Methoden muB dn Ligand wieder in den freien Zustand 
dissoziieren konnen, da nur dann eine spektroskopische Un- 
terscheidung zwischen intra- und intermolekularem Magne- 
tisierungstransfer bzw. zwischen drug taiget und Ligand 
mdglich ist. Es besteht also wie beim trNOE die schwerwie- 
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gende Gefahr der falsch-negata|pvnzeige. 
[0015] Die intermolekulare Wechselwiricung zwischen 
den Kemspins eines Liganden und Elektronenspins eines 
paramagnetisch markierten drag targets ist Gmndlage des 
SLAPSHC-Vofahrens zum ligandendetdctierenden NMR- 
Screening (Jahnke, Rudisser et aL: Journal of the American 
Chemical Society 2001, 123, 3149^150). Diese Wechsel- 
wuicung fiihrt zu dner dramatischen Beschleunigung der 
TrRelaxation und damit zur Ausloschung von NKQl-Signa- 
len nur derjenigen Liganden, die in der Nahe des parama- 
gnetischen Labels am drug target binden. Das Nachweis- 
prinzip ist den beschriebe«en Relaxations-gefilterten Ver- 
fahren vergleichbar, mit dem dort beschriebenen Nachteil 
d^ umstandlichen Spektrenreferenzierung. Spezieile Nach- 
teile sind die Notwendigkeit zur aufwandigen Mariderung 
des drag targets sowie die Beschrankung des Nachweises 
auf lokalisierte Bindimg in der Nahe der paramagnetischen 
Mariderung. 

[0016] Neben den beschriebenen speziellen Problemen 
haben ligandendetektierende NMR-Screening-Verfahren 
den gen^ellen Nachteil, daB keine Information tiber den 
Bindungsort der Liganden erfaalten wird. Damit ist weder 
der AusschluB unspezifischer Bindung noch die Klassifizie- 
rang der Liganden nach gleichartigen Bindungscharakteri- 
stika direkt moglich. 

[0017] Target-detektierende Verf ahren, die bindungsindu- 
zierte Veranderangen in den NMR-Spektren des drag targets 
aufzeigen, konnen hingegen Ort und Art der Ligandenbin- 
dung unmittelbar erfassen und erlauben so auch das Erken- 
nen unspeafischer Bindung. Da das drag target in den mei- 
sten FSllen deutlich groBer und damit auch tr^ger ist als die 
zu testenden Liganden, ist bei Bindung dnes kleinen Ligan- 
den keine nennenswerte GrSBenzunahme bzw. Mobilitats- 
abnahme zu erwarten, so daB im Gegensatz zum ligandende- 
tektierenden NMR-Screening entsprechende, auf der Diffu- 
sion und/oder Relaxation des drug targets basierende Nach- 
weismethoden impraktikabel sind. Stattdessen sind insbe- 
sondere Methoden geeignet, die bindungsinduzierte Ver- 
schiebungen einzehier NMR-Signale (shift differences) des 
drag taigets erfassen. Da diese einzehien Atomen zugeord- 
net sind, wird ein atomar aufgeldster Blick auf das drug tar- 
get erhalten. Spektrale Veranderangen aufgrand Liganden- 
bindung konnen so direkt auf das drag target projiziert wer- 
den und offenbaren uiunittelbar unterschiedliche Bindungs- 
orte. Ein weiterer wesentlicher V^rteil ist der abgedeckte 
breite AffinitatsbCTeich: Da hierbei der gebundene Zustand 
direkt erfaBt wird - im Gegensatz zu o. a. ligandenbasieren- 
d&n Techniken, die diesen Ziistand nur indirekt uber dissozi- 
ierte Liganden beobachten - besteht die Gefahr der falsch- 
negativen Anzeige im Prinzip nicht. 

[0018] Targetdetektierendes, auf shift differences bera- 
hendes NMR-Screening karm zwar grandsatzlich auch an- 
hand des einfachsten, eindimensionalen Protonenspektrums 
durchgefuhrt werden (Thewes, Constantine et al.: Journal of 
Biological Chemistry 1990, 265, 3906-3915). Jedoch lie- 
fern die gtoBen drag targets derart konq>lexe, Uberlagerte 
Spektren, dafi die einzelnen Signale kaum mehr aufgeldst, 
geschweige denn atomar zugeordnet werden k5nnen. Infol- 
gedessen werden die gesuchten Verschiebungsanderangen 
sehr leicht ubersehen (Gefahr der falsch-negativen Anzeige) 
und sind nicht auf das drag target projizieibar. 
[0019] Fur empfindliches, atomar aufgelostes NMR- 
Screening mussen die NMR-SpekU-en der drug targets daher 
vereinfacht und/oder entzerrt, d. h. in ihrer Auflosung erhoht 
werden. Dies wird durch Auftiahme zwei- oder hoherdimen- 
sionaler NMR-Korrelationsspektren erzielt, in der zwei oder 
mehr KOTispins magnetisch gekoppelt und ihre jeweiligwi 
NMR-Frequenzen als separate Dimension aufgezeichnet 
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werden. Anwendungen dieses Prinzips zum proteindetektie- 
renden NMR-Screening sind in WO 97/18469, 
WO 97/18471 und WO 00/62074 beschrieben. Gnindlage 
dies«: Anwendungen ist die Detektion von V^randerunsen 
in zweidimensionalen hetetonuklearen ^^/H- 5 
(WO 97/18469, WO 97/18471) oder ^^ciH-Koirelations- 
spektren (WO 00/62074) des drug targets. £s ist hierfiir je- 
doch zwingend erforderlich, das drug target mit den Isoto- 
pen ^^N-Stickstoff bzw, ^^C-Kohlenstofif anzureichem, da 
die naturliche Haufigkeit dieser mit NMR-detektierbaren 10 
stabilen Isotope (0.36% bzw. 1.1%) vollig unzureichend fiir 
schnelle NMR-Spektroskopie ist. Eine derartige Isotopen- 
markierung ist teuer und erlaubt beispielsweise nur eine ein- 
geschrankte Auswahl moglicher gentechnischer Expressi- 
onssysteme, mit denen drug target Proteine dargestellt wer- 15 
den konnen. Zudem wird mit der Auswahl eines bestinunten 
Isotops (z. B. ^^N, ^^Q unweigerlich auch eine Einschran- 
kung der im entspiedienden heteronuklearen Korrelations- 
spektrum beobachtbaien Atome des drug targets durchge- 
fUhrt (z. B . EinschrSnkung auf Amid- oder Methylgruppen). 20 
Somit besteht die Gefahr, eine tatsachliche Wechselwirkung 
zwischen Ligand und drug target zu ubersehen, wenn sie ge- 
rade das selektierte Subspektrum nicht oder nur sehr 
schwach beeinfluBt. Insbesondere im Falle der Selektion 
von Protein- Amidgruppen (mittels ^^/H-Korrelations- 25 
spektren) besteht iiberdies die Gefahr von falsch positiver 
Anzeige aufgrund einfacher pH-Anderungen nach Zugabe 
der Liganden-Losungen, die hier ebenfalls zu spektralen 
Verandmingen fuhren. 

30 

3. Zusammenfassung der Erfindung 

[0020] Die vorliegende Erfindung zum targetdetektieren- 
den NMR-Screening lost die Aufgabe, ein Verfahren zur 
NMR-basierten Wirkstoffsuche bereitzustellen, welches frei 35 
ist von den eingangs beschriebenen Nachteilen der bekann- 
ten Verfahren. InsbesondCTe ist das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren dadurch gekennzeichnet, daB prinzipiell keine Isoto- 
penmariderung notwendig ist, wodurch auch keine explizite 
Einschrankung der im drug target beobachtbaren Atome er- 40 
folgt. Es wird hierdurch ein globaler Blick auf das drug tar- 
get und somit die Detektion der Ligandenbindung anhand 
einer maximalen Anzahl Atome ermdglicht Dadurch kon- 
nen auch durch pH-Anderungen bervorgerufene f alsch-posi- 
tive Anzeigen ^annt und eliminiert w^den. Desweiteren 45 
werden Moglichkeiten offenbart, um Relaxationsveduste zu 
minimieren und die Komplexit^t der NMR-Spektren we- 
sentlich zu reduzieren, wodurch das W&cfdhien auch auf 
GroBproteine anwendbar wird. 

[0021] Die vorliegende Erfindung bezieht sich somit auf 50 
ein Verfahren zum Auffinden von Liganden, die an ein drug 
target binden, welches durch die in Patentanspruch 1 ge- 
nannten Verfahrensschritte gekennzeichnet ist. Bevorzugte 
Ausfuhrungsformen des erfindungsgemaBen Verfahrens 
sind in den abhangigen Patentanspruchen 2 bis 18 beschrie- 55 
ben. 

4. Beschreibimg der Zeichnungen 

[0022] Fig. 1 TOCSY-Spektrum des freien drug target 60 
Proteins bei 51.6 ms (Fig. La) bzw. 25.8 ms (Fig. l,b) 
Mischzeit 

[0023] Fig. 2 TOCSY-Spektrum wie Fig. l.b, ohne (Fig. 
2.a) bzw. mit (Fig. 2.b) spektraler Faltung in der indirekten 
Fl-Dimension. Darunter Ausschnitt der H'^^-H^-Korrelatio- 65 
nen ohne (Fig. 2.c) bzw. mit (Fig. 2.d) Faltung 
[0024] Fig. 3 Fl-gefaltetes TOCSY-Spektrum wie Fig. 
2.b (Ausschnitt der H^-H**-Korrelationen), ohne (Fig. 3.a) 



bzw. mit bandselektivem Filter in Fl (Fig. 3.b) 
[0025] Fig. 4 Vergleich des Fl-gefilterten TOCSY-Spek- 
trums yor (schwarz) bzw. nach (grau) Zugabe eines zehnfa- 
chen tiberschusses des bindenden Liganden A. Ausschnitt 
da- H^-ir*-Korrelationen in Fig. 4.a; Ausschnitt der IF*^" 
^*^-H«-Korrelationen in Fig. 4.b 

[0026] Fig. 5 Vergleich des Fl-gefilterten TOCSY-Spek- 
trums vor (schwarz) bzw. nach (grau) Zugabe eines zehnfa- 
chen tiberschusses an Benzophenon. Ausschnitt der H^-H**- 
Korrelationen in Fig. 5. a; Ausschnitt der H*^phati«^h_fja. 
Korrelationen in Fig. 5.b 

[0027] Fig. 6 NOESY-Spektrum des fi^ien drug target 
Proteins bei 1(X) ms Mischzeit 

[0028] Fig. 7 NOESY-Spektrum mit 100 ms Mischzeit, 
ohne (Fig. 7.a) bzw. mit (Fig. 7.b) spektraler Faltung in der 
indirekten Fl-Dimension (gleiches Faltungsfenster wie Fig. 
2). Darunter Ausschnitt der H^-H"-Korrelationen ohne 
(Fig. 7.c) bzw. mit (Fig. 7.d) Faltung 
[0029] Fig. 8 Fl-gefaltetes NOESY-Spektrum wie Fig. 
7.b (Ausschnitt der H^-H**-KorTelationen), ohne (Fig, 8.a) 
bzw. mit bandselektivem Filter in Fl (Fig. B.b) 
[0030] Fig. 9 Vergleich des Fl-gefilterten NOESY-Spek- 
trums (Ausschnitt der H^-H**-Korrelationen) vor (schwarz) 
bzw. nach (grau) Zugabe eines zehnfachen Uberschusses 
des bindenden Liganden A 

[0031] Fig. 10 Vergleich des Fl-gefilterten NOESY-Spek- 
trums (Ausschnitt der HN-Ha-Korrelationen) vor (schwarz) 
bzw. nach (grau) Zugabe eines zehnfachen Uberschusses an 
Benzophenon 

5. Ausfuhi^che Beschreibung der Erfindung 

[0032] Im folgenden wird unter einem drug target ein Mo- 
Icktil verstanden, dessen biologische Funktion und/oder Ak- 
tivitat durch Wechselwirkung mit einem Liganden so veran- 
dert werden soil, daB eine bestimmte gewiinschte Wirkung 
(z. B. die Therapie einer Krankheit) erzielt wird. lypische 
drug targets umfassen natiirlich vorkommende Ptoteine, 
DNA- und/oder RNA-Molekule. Derartige drug targets ha- 
b^ typischerweise ein deutlich grofieres Molekulargewicht 
als die zu testenden potenziellen Liganden. Die vorliegende 
Erfindung ist jedoch nicht auf solche drug targets be- 
schrankt 

[0033] Der BegrifF Ligand bezeichnet eine chemische 
Substanz, die an das drug target bindet. Derartige Liganden 
sind typischerweise niedermolekulare chemische Verbin- 
dungen; jedoch ist die vorliegende Erfindung zur Suche 
nach Liganden (Screening) unabhangig von der Grd6e der 
zu testenden Substanzen. 

[0034] Mit Bindung des Liganden an das drug target wird 
jede Wechselwiricung beider Molekiile bezeichnet, die aus- 
reichend stark ist, um die NMR-Spektren des drug targets zu 
beeinfiussen. Eine spezifische Bindung beeinfluBt typischer- 
weise lediglich die Resonanzen der Kerne im naheren Um- 
feld des Bindungsortes, wohingegen eine unspezifische Bin- 
dung zu Veranderungen der Resonanzen einer Melzahl von 
iiber die gesamte Oberfiache des drug targets verteilter 
Kerne fiihrt. Typischerweise kormen mit dem vorliegenden 
Verfahren Bindungen nachgewiesen werden, deren Disso- 
aationskonstante Ko zumindest im millimolaren Bereich 
liegen. 

[0035] Die Abkiirzungen HN, HA und HB bezeichnen die 
Amidprotonen, Ha- und HP-Protonen von Aminosauren, 
z. B. innerhalb von Proteinen. 

[0036] In der vorliegegenden Erfindung bedeutet die Auf- 
nahme eines gleichartigen Spektrums die Aufnahme eines 
Spektrums, das prinzipiell die selben Korrelationssignale 
liefem kann wie das Refmnzspektrum. In der Regel wird 
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hierfiir das selbe NMR-Expaiment dngesetzt, wobei je- 
doch nach Bedarf MeBparameter (wie Art und Dau^ der 
Mischsequenz) angepaBt und Hilfsmodule (wie Selektions- 
und Unterdriickungsfiltcr) hinzugefiigt werden konnen. 
[0037] Das Verfahren zum Auffinden von Liganden ge- 
maB der vorliegenden Erfindung umfaBt die folgenden 
Schhtte: 

(A) Aufhahme eines zwei- oder hoberdimrasionalen 
NMR-Korrelationsspektrums des freien, geldsten drug 
targets, bei dem mindestens zwei Protonendimensio- 
nen miteinander koireli^ sind, als Referenzspektrum; 

(B) Aufoahme eines zweiten, gleichartigeo NMR- 
Konelationsspektruins einer das drug taiget und einen 
Oder mehrere Testsubstanzen enthaltenden Losung als 
Testspektrum; und 

(C) Identifizierung bindender Liganden anhand von 
Verand^ngen der NMR-Signale des drug targets zwi- 
schen dem Testspektrum und dem Referenzspektrum. 
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[0038] Das vorliegende Verfahren umfasst auch den Ein- 
satz von Substanzgemischen (in Schritten (B) und (C)) an- 
stelle von Einzelsubstanzen. In diesem Falle umfasst das 
Verfahren auch das Gegentesten der Liganden durch 
derholen der Schritte (B) und (Q unter Verwendung der im 
Substanzgemisch vorliegendm einzelnen liganden, um die 
tatsSchlich bindende(n) Komponente(n) zu identifizieren. 
Dies ist naturiich nur sinnvoll, wenn bei d^ Messung des 
Substanzgemisches eine Bindung an das drug target gefun- 
den wurde. 

[0039] Das erfindungsgemaBe Verfahren kann mit aUen 
drug targets durchgefuhrt werden, die der NMR-Spektro- 
skopie zuganglich sind. Dies sind insbesondere drug target 
Proteine mit einer Molmasse von weniger als 40 kD, bevor- 
zugt weniger als 30 kD, starker bevorzugt weniger als 20 kD 
(fiir Oligonukleotide Oligosaccharide gelten aufgrund der 
grc)6eren Uberlagerungsprobleme Molmassengrenzen, die 
bei einem Viertel der oben angegebenen Molmassengren2:en 
liegen), da bei zunehmender Molmasse sowohl die Linien- 
breiten der NMR-Signale, als auch der Anteil der sich ge* 40 
gensdtig uberlappenden Signale zuninmit. Bei homooligo- 
meren drug targets gelten die oben angegebenen Molmas^ 
sengrenzen fiir das Monomer. Da diese Problemc bei jedem 
drug target unterschiedlich stark auspragt sind, ist es nicht 
moglich, eine feste Obergrenze fur das Molekulargewicht 45 
der dem Verfahren zuganglichen drug targets anzugeben. 
Zudem lasst sich die Obergrenze der der NMR-Spektrosko- 
pie zuganglichen Molmassen durch den Einsatz teildeute- 
rierter drug taigets erhohen, wie im folgenden naher be- 
schrieben. Ausserdem, ist eine EriiShung der MeBtempera- 
tur allgemein fur das Verfahren forderiich, soweit die Stabi- 
litat des drug taigets dies zulafit 

[0040] Weiterfain muB das drug taiget ausrddiend loslich 
sein, um die Aufhahme von NMR-SpekUren mit ausreichen- 
der Signalintensitat bei vertretbar^ MeBzeit zu ermogli- 
chen. Weiterhin muB gewahileistet sein, daB das drug target 
iiber den Zeitraum des screening-Durchlaufs stabil bleibt 
Vorteilhaft ist in diesem Zusammenhang eine Stabilitat des 
drug targets von mindestens mehreren Tagen. 
[0041] Ob sich ein drug target fiir die Anwendung des vor- 
liegenden Verfahrens eignet, kann der Fachmarm ohne 
Schwierigkeiten durch die Aufitiahme eines Test-Spektrums 
(von der selben Art wie die im folgenden beschriebenen 
Messimgen) feststellen. Entscheidendes Kriterium ist hier- 
bei, ob sich innerfaalb einer vertietbaien MeBzeit (typischer- 
weise im Bereich von wenigen Minuten bis eine Stunde) ein 
NMR-Spektrum von ausreichender Intensitat und Auflo- 
sung aufnehmen l^t, bei welchem die linienbreiten und 
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das MaB an SignaluberlappurJ^Mn Feststellen von Veran- 
derungen im Spektrum ermdglicBen. Um die Oberfliche des 
drug taigets hinreichend vollstandig erfassen zu k6nnea, 
soUten hierfiir giinstigerweise mindestens 10%, bevorzugt 
20%, der mit NMR-Spcktroskopie beobachtbaren Kerne im 
zweidimensionalen Spdrtrum gut aufgeloste Signale liefem. 
Diese Kerne soUten zudem statistisch iiber das gesamte drug 
target Molekul verteilt sein. 

[0(M2] Zunachst muB zur Durchfiihrung des beschriebe- 
nen Verfahrens das drug target in ausreichender Menge und 
Reinheit daigestellt werden. Hierftir sind insbesondere gen- 
technisch veranderte mikrobielle Expressionssysteme ge- 
eignet. Die entsprechenden biochemischen Methoden sind 
dem Fachmann hinlfinglich bekannt, insbesondere da fiir das 
^ndungsgemSB beanspruchte Verfahren des NMR-Scree- 
nings keine besondere Stabilisotopenmarkierung erforder- 
lich ist 

[0043] Zur Aufhahme des Referenzspektrums des freien 
drug targets (Schritt A) wird dieses isoliert in Ldsung votge- 
legt. Als Losungsmittel eignen sich alle Losungsmittel, die 
eine Messung von NMR-Spektren gestatten und die die 
Struktur imd Funktion des drug targets nicht beeinflussen. 
Das Losungsmittel kann auch deuteriert oder teildeuteriert 
sein. Besonders bevorzugt ist die Verwendung von Wasser 
als Losungsmittel. Weiterhin sind auch Losungsmittelgemi- 
sche einsetzbar. 

[0044] lypische Konzentrationen des drug targets liegen 
im Bereich von 0.2 bis 1.0 mM. Dies ist ausreichend, um in- 
nerhalb von wenigen Minuten die b^5tigte Spektreninten- 
sitat akkumulieren zu kdnnen. Dor pH-Wert der mBrigen 
Losung sollte, sofem es die Piobenstabilitat eriaubt, im 
leicht sauren Bereich (ca. pH 4 bis 6) liegen, da dann der 
Austausch der Amidpiotonen mit dem Wasser mini ma l ist. 
Die Gesamt-Salzkonzratration sollte fiir effiziente NMR- 
Anregbarkeit so niedrig wie moglich sein. Der Einsatz wei- 
terer Zusatze (wie z. B. Natriumazid zur Unterbindung des 
mikrobiellen Probenabbaus oder Dithiothreitol zur redukti- 
ven Probenstabilisierung) ist ebenfalls moglich und dem 
Fachmann wohlbekannt 

[0045] Als Referenzspektrum wird ein zwei- oder hoher- 
dimensionales NMR-Spektrum aufgenommen, bei dem 
mindestens zwei Protonendimensionen korreli^ sind. Da- 
durch wird die spektrale Komplexit^t des drug taigets uber 
mindestens zwei Dimensionen entzerrt, womit die Beob- 
achtbadceit spektraler Veranderungen nach Ligandenzugabe 
wesentlich erleichtert wird. Entscheidend ist, daB diese 
NMR-Spektren prinzipiell alle Protonen des drug targets er- 
fassen konnen und somit keine Selektion in Form von Sub- 
speku^n vomehmen. Oberdies ist keinerlei Markiming des 
drug targets mit stabilen Isotopen wie ^^C oder ^^N erforder- 
lich, wenn ausschlieBlich die in natiirlicher Haufigkeit vor- 
handenen Protonen korreliert warden. 
[0046] Geeignete NMR-Experimente fur homonukleare 
Proton-Proton-Korrelationen sind seit langem bekaimt 
(Ernst, Bodenhausen et al.: International Series of Mono- 
graphs on Chemistry 1994, 14, 610). Zu diesen gehoren bei- 
spielswdse die Correlated Spectroscopy = COSY (Jeenen 
Ampere Intemadonal Summer School 1971; IHmble and 
Bernstein: Journal of Magnetic Resonance 1994, B105, 
67-72), die Total Correlation Spectroscopy = TOCSY 
(Braunschweiler and Ernst: Journal of Magnetic Resonance 
1983, 53, 521-528; Fulton, Urabal et al.: Journal of Biomo- 
lecular NMR 1996, 8, 213-218; Glaser and Quant: Advan- 
ces in Magnetic and Optical Resonance 1996, 19, 59-252), 
die Nuclear OverhausCT Effect Spectroscopy = NOESY 
(Macura and Ernst: Molecular Physics 1980, 41; Piotto, 
Saudek et aL: Journal of Biomolecular NMR 1992, 2, 
661-666) und die Rotating Frame Overfaauser Effect Spec- 
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troscopy = ROES Y (Bothner-By, Stephens et al.: Journal of 
the Amoican Chemical Society 1984, 106, 811), scit neue- 
rem auch die Dipolar Correlated Spectroscopy = DCOSY 
Experiment (Pellecchia, Vander Kooi et al.: Journal of Ma- 
gnetic Resonance 2000, 143, 435-439). 5 
[0047] Das erfindungsgemafie Verfahren wild bevorzugt 
mit homonuklearen Korrelationsexperimenten durchge- 
fiihrt, die In-Phase-Spektren erzeugen. In alien homonuklea- 
ren Korrelationsspektren tritt die fur den Transfer wesentli- 
che Kopplungskonstante in der SignaLform als Aufspaltung 10 
auf COS Y-artiger Transfer fiihrt jedoch zu Anti-Phase-Cha- 
rakter der Aufspaltung, bei dem die einzehien Komponenten 
der Signale mit wechselndem Vorzeichen erscheinen. Bei 
niedriger spektraler Auflosung, entsprechend kurzer MeB- 
zeit, fallen somit positive und negative Signalkomponenten 15 
iibereuiander und ISschen sich weitgehend aus. Effizientes 
NMR-Screening, das rasch aufiiehmbare, intensitatsstarke 
Spektren erfordert, kann daher insbesondere durch Messung 
von In-Phase-Spektren gewahrleistet werden. Hier kommt 
es zu keiner negativen Interferenz von Signalkomponenten. 20 
Entsprechende, bevorzugte NMR-Experimente des bean- 
spruchten Verfahrens sind daher beispielsweise das TOCSY, 
NOES Y, ROES Y oder DCOSY Experiment 
[0048] In einer besonders bevorzugten Ausftihrungsform 
des beanspruchten Verfahrens wird das intensitatsstarke 25 
TOCSY Experiment als homonukleares In-Phase-Korrelati- 
onsexpaiment eingesetzt. Im TOCSY werden alle Protonen 
einzelner Substrukturen des drug targets (z. B. einzelne 
Aminosauren bei Protein«i) durch skalaie Kopplung tiber 
das BindungselektronengerUst miteinander koiieliert Die 30 
Korrelation erfolgt wahrend einer SpinLock-Mischzeit uber 
den sog. homonuklearm Hartmann-Hahn-Effekt, weshalb 
das TOCSY auch als homonukleares Hartmami-Hahn-Expe- 
riment bekannt ist. 

[0049] Eine Vielzahl von SpinLock-Sequenzen sind pu- 35 
bliziert und fiir die beschriebene Anwendung geeignet (Gla- 
ser and Quant: Advances in Magnetic and Optical Reso- 
nance 1996, 19, 59-252). In einer bevorzugten Ausgestal- 
tung des Verfahrens werden kompensierte clean-Sequenzen 
eingesetzt, mit denen fur groBe Molekiile (wie die meisten 40 
drug targets) eine weitgehende gegenseitige Aufhebung sto- 
r«ider NOE- und ROE-Spindiffusionsartefakte erreicht 
wird. Beispiele derartiger clean-Sequenzen sind DIPSI-2rc 
(Cavanagh and Ranee: Journal of Magnetic Resonance 
1992, 96, 670), CLEAN-CITY (Briand and EmsU Chemical 45 
Physics Letters 1991, 185, 276), CLEAN-MLEV (Griesin- 
ger, Otting et al.: Journal of the American Ch^nical Society 
1988, 110, 7870-7872) und TOWNY (Kadkhodaei, Hwang 
et al.: Journal of Magnetic Resonance 1993, A 105, 104). In 
altemativen Ausgestaltungen sind allgemein breitbandige 50 
Mischsequenzen, wie beispielsweise DIPSI (Shaka, Lee et 
al.: Journal of Magnetic Resonance 1988, 77, 274-293), 
FLOPSY (Kadkhodaei, Rivas et al.: Journal of Magnetic 
Resonance 1991, 91, 437) und MLEV (Levitt, Freeman et 
al.: Journal of Magnetic Resonance 1982, 47, 328), bevor- 55 
zugt. 

[0050] In herkommlichen Anwendungen wird das 
TOCSY-Experiment mit der Zielsetzung durchgefUhrt, die 
einzehien Spinsysteme m5glichst voUstandig zu konelieren. 
Hierfur sind entsprechend lange TOCSY-Mischzeiten von 60 
ca. 40 bis 80 ms notwendig. Fiir die in der vorliegenden Er- 
findung vorgestellte Anwendung beim NMR-Screening ist 
es jedoch vorteilhaft, iibersichtliche TOCSY-Spektren mit 
nur wenigen, intensiven Korrelationssignalen zu erhalten, in 
denen spektrale Veranderungen nach Ligandenbindung be- 65 
sonders einfach erkennbar werden. Daher werden in einer 
besonders bevorzugten Ausgestaltung des beanspruchten 
Verfahrens kurze TOCSY Mischzeiten von 15 bis 45 ms und 



insbesondere von 20 bis 35 ms verwendet Im Idealfall fur 
das NMR-Screening per TOCSY erfolgt dann primar die 
paarweise Korrelation zwischen benachbarten Protonen. 
Derart kurze Mischzeiten reduzieren neben der spektralen 
Komplexitat ebenfalls stark Relaxationsverluste, wodurch 
die vorgestellte Screening-Methode insbesondere auch fur 
groBe drug targets zugangUch wird. 

[0051] In einer weitwn bevorzugten Ausfuhrung des be- 
anspruchten Verfahrens wird insbesondere fur groBe drug 
targets und/oder fur drug target Proleine mit uberwiegend 
helikaler Struktur das NOES Y Experiment als homonuklea- 
res In-Phase-Korrelationsexperiment eingesetzt. Im 
NOESY Experiment werden raumlich benachbarte Proto- 
nen iiber dipolare Kopplung durch den Raum miteinander 
koireliert. Der Magnetisierungsttansfer erfolgt wahrend ei- 
ner NOE-Entwicklungszeit durch den Kem-Overhauser-Ef- 
fekt (NOE). Wie beim TOCSY stehen der Entwicklung der 
Kopplung generelle Relaxationsphanomene entgegen. Wah- 
rend im TOCSY Experiment die schnell^e T2-Relaxation 
relevant ist, wkd die NOE-Entwicklung durch die viel lang- 
samere TfRelaxation begrenzt. Obgleich die dipolare 
Kopplung i. d. R schwacher als die skalare Kopplung ist, 
kann sich auf Grunddergunstigeren Relaxationseigenschaf- 
ten insbesondere bei groBen drug targets das NOESY als 
dem TOCSY hinsichtlich der Signalintensitaten uberlegen 
erweisen. Ebenso kSnnen die TOCSY-Korrelationssignale 
fur helikale Berdche der Proteine aufgnmd der niedrigen, 
torsionswinkelabhangigen ^JHNHA-Kopplungen unzurei- 
chende Intensitat gerade im gut aufgel5sten HN-HA-Spek- 
tralbereich aufweisen, so daS hier ebenfalls ein Ausweichen 
auf das NOESY-Experiment angeraten sein kann. 
[0052] In einer weiteren besonderen Ausgestaltung des 
beanspruchten Verfahrens werden bandselektive Transfer- 
module in den Korrelationsexperimenten eingesetzt, um un- 
erwiinschte konkurrierende Transferwege zu unterdriicken 
und die Transferintensitat gezielt auf die gewiinschten Kor- 
relationssignale zu konzenttieren. Hierbei werden bandse- 
lektive Pulse innerhalb der Transfermodule eingesetzt, die 
ausgewahlte spektrale Bereiche selektiv koppeha bzw. ent- 
koppeln und damit die zugrundeliegende skalare oder dipo- 
lare Kopplung beschrSnken. Neben spektraler Veremfa- 
chung erzielt man so auch eine deutliche Intensitatsteige- 
rung der ausgewahlten Gruppe(n) von KorrelationssignalMi. 
[0053] Ein bevorzugtes Beispiel dieser besonderen Aus- 
gestaltung ist das auch als Tdlored Correlation Spectros- 
copy = TACSY (Glaser: Journal of Magnetic Resonance 
1993, A 104, 283-301; Glaser and Quant: Advances in Ma- 
gnetic and Optical Resonance 1996, 19, 59^252) bezeich- 
nete bandselektive TOCSY Experiment. Von besonderem 
Interesse fur das erfindungsgemaBe Verfahren des NMR- 
Screening ist hierbei das HNHA-TACSY, fur das bereits 
mehrere bandselektive Mischsequenzen entwickelt wurden, 
z. B. CABBY (Quant, Prasch et al.: Journal of Magnetic Re- 
sonance 1995, B 106, 116) und COIN TACSY (Carloma- 
gno, Prasch et al.: Journal of Magnetic Resonance 2001, 
149, 52-57). Dieses auf drug target Proteine anwendbare 
Experiment beschrSnkt den Hartmann-Hahn-lVansfer fast 
ausschlieBlich auf die Amidprotonen (HN) und benachbar- 
ten EP-Protonen (HA). Die entsprcchenden HNHA-Korre- 
lationssignale Uegen also ausschlieBlich im bestaufgelosten 
Bereich homonuklearer Protein-SpekU^en, der fiir die rasche 
Erkennung bindungsinduziater spektraler Veranderungen 
besondere Bedeutung hat (siehe hierzu weiber unten). 
[0054] Ein weiteres bevorzugtes Beispiel der besonderen 
Ausgestaltung sind bandselektive NOESY-Varianten, mit 
denen konkurrierende indirekte NOE-Transferwege unter- 
driickt werden konnen. Diese sog. Spin-Diffusion verteilt 
ubertragbare Spin-Polarisation letztlich uber das gesamte 
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Molekiil, wodurch die spektralc Komplexitat ^5bt und die 
Intensitat der gewiinschten direkten NOE-Korrelationen 
(zwischen unmittelbar benachbarten Kemspins) geschwacht 
wird. Zu den dem Fachmann bekannten NOESY-Varianten, 
die diese storende Spin-Dififtjsion unterdriicken, gehoren 5 
beispielsweise das QUBET-NOESY (Vincent, Zwahlen et 
ai,: Journal of Biomolecular NMR 1996, 7, 169-172), BD- 
NOESY (HoogstratOT, Westler et al.: Jouraal of Magnetic 
Resonance 1993, B 102, 232-235), CBD-NOESY (Hoog- 
straten, Westler et al.: Journal of the American Qiemical So- iO 
ciety 1995, 117, 5610-^611) und S-NOES Y ff^ejzo, Westler 
et al.: Journal of the American Chemical Society 1992, 114, 
1523-1524). 

[0055] Es ist weiterhin bevorzugt, das NMR-Korrelations- 
spektrum in einer oder mehreren der indirekten Dimensio- 15 
nen zu fallen. Hierduch laBt sich bei gleicher MeBdauer die 
Auflosung in der betrefFenden Dimension und damit die Er- 
kennbarkeit von bindungsinduzierten Signalverschlebungen 
erheblich verbessem. Bei der Faltung wird die gemessene 
spektrale Breite einer Dimension geringer gewablt als der 20 
spektrale Berdch, in dem die Signale der gemessenen Ver- 
bindungen tatsachlicfa auftreten. Die Art der Faltung kann 
durch geeignete Wahl des Phasenzyklus bestinunt werden, 
wobei die Fakungsmust^ nach dem TPPI- und dem STA- 
TES'Schema (Emst, Bodenhausen et al.: International Se- 25 
ries of Monographs on Chemistry 1994, 14, 610) zu unter- 
scheiden sind. 

[0056] Durch eine weitere bevorzugte Ausfiihrung des 
Verfahrens wird das Problem mSglicher Ob^lappung zwi- 
schen hineingefalteten und ungefalteten Signalen durch 30 
bandselektives Filtem in der betrefFenden Dimension beho- 
ben. Der Einsatz bandselektivo: Pulse iimerhalb einer Fre- 
quenzentwicklungszeit unterdriickt in der zugeh6rigen Di- 
mension diejenigen Signale, die auBerhalb eines bestimmten 
Spektralbereiches liegen. £r erlaubt so eine entsptechende 35 
Beschiankung des gemessoien Spektralfensters und damit 
eine Erfaohung der spektralen Aufl6sung bei gleicher MeB- 
zeit ohne Erhohung der spektralen Komplexitat bzw. Gefahr 
neuer Signaliiberlappungen. Es wird an dieser SteUe auf den 
Unterschied zwischen bandselektivem Filtem und bandse- 40 
lektivem Transfer (s. o.) hingewiesen: erstere Methode eli- 
miniert pauschal sowohl Korrelations- als auch Diagonalsi- 
gnale auBerfialb eines bestinmiten Spektralbereiches; letz- 
tere Methode konzentriert den 'Dransfer auf die gewunschten 
Korrelationssignale. 45 
[0057] Das Verfahren der voriiegenden Erfindung kann 
auch mil hoh^dimensionalen NMR-Experimenten durchge- 
fuhrt werden, die mehr als zwei Kemspins magnetisch kor- 
reli^en und deien NMR-Fiequenzen entsprechend in mehr 
als zwei veischiedenen Dimensionen getrennt auf gezeichnet 50 
werden. Insofem konnen zweidimensionale Spektren auch 
als entspiechrade Ebenenprojddion von h5heidimensiona- 
len Spektren angesehen werden. 

[0058] Derartige Experimente lassen sich vom Fachmann 
einfach aus den zweidimensionalen Korrelationsexp^men- 55 
ten zugrundeliegenden Modulen aufbauen. In dieser Weise 
gelangt man beispielsweise durch Kombination der hier be- 
schriebenen TOCSY- und NOESY-Experimente zu homo- 
nuklearen dreidimensionalen T0CSY-TCX2SY-, TOCSY- 
NOESY-. NOESY-TOCSY- oder NOESY-NOESY-Experi- 60 
menten. PrinzipieU ist auch die Aufnahme von drei- oder 
mehrdimensionalen NMR-Spektren mdglich, bei denen die 
Protonen mit einem oder mehreren Heterokemen (typischer- 
weise ^^C- oder ^^-Isotop«imarkierte Keroe) koireliert 
werden, so daB die zwei Protonendimenaonen durch eine 65 
Oder mehrere Dimensionen mit Frequenzen der Heterokerae 
entzerrt wird. In diesem Fall ist jedoch eine Markierung des 
drug targets mit den zu vermessenden Isotopen erforderlich. 



Der \^rtdlhoherdimensionallHPIktren ist natuigemafi die 
noch weitergehende spektrale Entzermng und mdgliche 
Auflosung von Signaluberiagerungen in wdteren Frequenz- 
dimensionen. Jedoch steigt mit jeder weiteren Dimension 
unweigerlich auch die MeBdauer stark an. Wahrend die be- 
schriebenen zweidimensionalen TOCSY- und NOESY-Ex- 
p^mente innerhalb weniger Minuten aufgenommen wer- 
den konnen, benotigen dreidimensionale Experimente be- 
reits in aller Regel mehrere Stunden und sind damit fiir effi- 
zientes NMR-Screening weitgehend ungeeignet. Somit sind 
zweidimensionale ^H/H-NMR Spektren besond^s bevor- 
zugt. 

[0059] Nach Aufnahme des Refer^iz-Spektrums wird die 
Testsubstanz oder ein Gemisch mehrerer Ibstsubstanzen zu 
einer vorgelegten Losung des drug targets hinzugegeben. 
Um falsch-positive Anzeigen aufgrund andererEinfltisse als 
do" gesuchten Ligandenbindung zu vermeiden, miissen die 
Probenbedingungen (insbesondere hinsichtlich Konzentra- 
tion und pH) bei der Aufnahme der Referenz- und Testspek- 
tren moglichst ahnlich sein. Daher erfolgt die Zugabe der 
Testsubstanzen bevorzugt durch einfaches Hinzupipettieren 
weniger Mikroliter entsprechend hochkonzentrierter (min- 
destens 0.5 molarer) Stocklosungen. Auf grand dor iiberwie- 
gend geringen Wasserldslichkeit der Testsubstanzen werden 
diese fiir derart hohe Konzentrationen bevorzugt in Dime- 
thylsulfoxid (DMSO) geldst Da DMSO jedoch in hoheren 
Konzentrationen (ab ca. 5 ^lumenprozent) die Struktur und 
damit die NMR-Spektten von dmg target Proteinra deutlich 
vo-andera bzw. ebenfalls als bindender ligand aufheten 
kann, muB auch aus diesen Griinden zur Vermeidung falsch 
positiver Anzeige die zugegebene Menge DMSO-haltiger 
Stocklosung minimal gehalten werden. 
[0060] Nach Zugabe der Testsubstanz oder des Gemisches 
VCTSchiedener Testsubstanzen wird die Messimg des homo- 
nuklearen Korrelationsspektrums aus Schritt A wiederholt 
(Schritt B). Dieses Testspektrum sollte mit dem selben Ex- 
periment und unter m5glichst identischen Bedingungen er- 
halten werden wie das Referenz^ktrum, um Aitefakte zu 
vermeiden, die zu falsch positiver Anzeige fuhien konntrai. 
[0061] In einer besonderen Ausgestaltung des bean- 
spruchten Verfahrens erfolgt bei Bedarf eine selektive Un- 
terdriickung storender NMR-Signale der zugegebenen Tfest- 
substanzen gegeniiber den gewiinschten Signalen des drag 
targets. Da auch die Testmolekule in der Regel NMR-beob- 
achtbare Protonen tragen, konnen diese in den Screening- 
Spektren zu weiteren Signalen fuhren. Dies birgt das Risiko 
der falsch-posidven Anzeige beim einfachen Vergleich von 
Screening- und Referenzspektram, dem sowohl auswer- 
tungstechnisch (siehe unten) als auch meStechnisch begeg- 
net werden kaim. In letzterem Fall kommen beispielsweise 
die bereits beschriebenen Difiiisionsiilter zum Einsatz, um 
zumindest den ungebundenen Anteil d^ Liganden selekdv 
zu unterdrttcken. Die Implemratierung eines Difi^iisionsfil- 
ters (Ponstingl and Otdng: Journal of Biomolecular NMR 
1997, 9, 441-444; Chen and Shapiro: Journal of the Amm- 
can Chemical Society 1998, 120, 10258-10259) in die ver- 
wendeten homonuklearen Korrelationsexperimente ist dem 
NMR-Fachmann wohlbekannt 

[0062] Die Identifizierang bindender Liganden (Schritt C) 
erfolgt iiber einen Vergleich der Signale des drug targets im 
Testspektrum mit den entsprechenden Signalen im Refe- 
renzspektram. Hierbei werden bevorzugt die sogenannten 
Kreuz- bzw. Korrelationssignale betrachteL Darunter ver- 
steht man diejenigen Signale, die in den verschiedenen Di- 
mrasionen unterschiedliche Kemspins korrelieren und da- 
her unterschiedliche Frequenzen aufweisen (im Gegensatz 
zu dsn sogenannten Diagonalsignalen mit identischen Fre^ 
quenzen in alien Dimensionen), denn nur fih diese Signale 
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findet gegaiiiber dem eindimensionalen Spektrum die ge- 
wunschte spektrale EDtzeming statt 
[0063] In einer bevorzugten Ausgestaltung des bean- 
spruchten Verfahrens wird als Vergleichskriterium cine An- 
derung der chemischen Verschiebungen (Signalfirequenzen) 
der NMR-Signale des drug targets zwischen Testspektrum 
und Referenzspektrum registriert. Die Veranderung von Si- 
gnalfrequenzen ist unmittelbar aus den Spdctren ablesbar 
und weitgehend unempfindlich gegenuber vielen Probenbe- 
dingungen (z. B. Konzentration, Magnetfeld-Homogenitat 
etc.). Sie ist als direkter Indikator im routinemaBigen NMR- 
Screening damit besonders geeignet und biigt die geringste 
Fehleranfaliigkeit. Altemativ konnen weitere NMR-zu- 
gangliche Parameter betrachtet werden, wie z. B. die Lini- 
enbieite und Intensitat der Signale, die sich ebenfalls bei Li> 
gandenbindung verSndem konnen. 

[0064] In einer besonderen bevorzugten Ausfiihrung er- 
folgt die (automatisierbare) Identifizierung bindungsindu- 
zierter Signalverschiebungen wie nachfolgend erlautert 
durch Verifizierung, ob das Referenzspektrum voUstandig 
und unverandert auch im Testspektrum wiederzufinden ist. 
Zunachst werden hierzu alle relevanten NMR-Signale des 
Referenzspektrums ermittelt und als Liste zugehoriger zwei- 
dimensionaler (oder mehrdimensionaler) Frequenzpunkte 
gespeichert. Hierbei ist es durchaus moglich und sinnvoll, 
die Liste auf einen Teilberdch der Sign^e zu beschranken. 
AnschlieBend wird diese Signalliste den Testspektren zu- 
grundegelegt, d. h. es wird ausschlieBlich an den bereits im 
Referenz^ktrum enthaltenen Frequenzpunkten nach Si- 
gnalen gesucht. Falls nun im Testspektrum an einzelnen vor- 
gegebenen Frequenzpunkten keine Signalintensitat aufge- 
fimden wird oder diese unter einem vorgegebenen Mindest- 
wert liegt, gilt der gesuchte Nachweis fUr die Ligandenbin- 
dung als erbracht. Mit diesem stark automatisierbaien Aus- 
wertungsverfahren ist es auch unerheblich, ob im Testspek- 
trum neben den Signalen des drug targets auch noch Signale 
der zugegebenen Liganden auftreten, da diese nicht regi- 
striert werden. Falschpositive Nachweise aufgrund dieser 
Artefakte werden also ausgeschlossen. Es ist ebenfalls uner- 
heblich, ob Signale der drug targets bindungsbedingt ver- 
schoben oder ausgeloscht wurden. 

[0065] Wenn ein bindender Ligand identifiziert wurde, 
kann anhand eines Veigleichs der in den Schritten (A) und 
(B) aufgenonunenea Spektren unterschieden werden, ob der 
Ligand spezifisch oder unspezifisch bindet Im orsten Fall ist 
zu erwarten, dafi sich lediglich ein Teil der Signale veran- 
dert, wahrend im zweiten Fall eine V(»randerung aUer oder 
zumindest der Mehrzahl aller Signale zu erwarten ist. 
[0066] Wenn das drug target ein Protein ist, wird bevor- 
zugt im Spektralbereich der HN-HA-Korrelationen sowie 
der HA-HB-Konelationen nach spektralen Veranderungen 
gesucht. Spektrale Veranderungen sind besonders in denje- 
nigen Bereichen des Spektrums leicht zu entdecken, in de- 
nen naturgemSB weniger Korrelationssignale mit groBer Di- 
spersion auftreten und damit geringe spektrale Kompiexitat 
vorliegt. Hierzu zahlen vor allem die erwahnten Bereiche 
der HN-HA-Protonkorrelationen (bevorzugt betrachtet auf 
HN in der direkten und HA in der indirekten Spektrendi- 
mension) und der IP^*»*^-HA-Ptotonkoirelationen (be- 
vorzugt betrachtet auf den aliphatischen Seitenketten-Proto- 
nen in der direkten und HA in der indirekten Spektrendi- 
mension). 

[0067] Im Falle des Einsatzes von Ligandengemischen 
statt einzelner Liganden muB bei positivem Screening-Re- 
sultat nachfolgend untersucht werden, welche Komponente 
des Gemisches fur die beobachteten spektralen Veranderun- 
gen tatsachlich verantwortlich ist. Dies erfolgt mittels Auf- 
nahme weiterer aquivalenter Testspektren an den entspre- 



chenden Einzelsubstanzen bzw. an ausgewahlten Subgemi- 
schen derselben Testsubstanzen. 

[0068] In einer wdteren Ausftihrungsform des bean- 
spruchten Verfahrens wird das drug target partiell deuteriert, 
5 um Relaxationsverluste zu vermindem und das Verfahren 
dadurch insbesondere fur groBe drug targets zu optimieren. 
Durch Deuterierung, einem Spezialfali der Markierung mit 
stabilen Isotopen, werden maenetisch stark wechselwir- 
kraide Isotope - hier Protonen (%) ~ gegen schwach wech- 

10 selwirkende Isotope desselben Elementes - hier Deuteronen 
(^H) - ausgetauscht. Somit werden mdgliche Relaxations- 
wege stark geschwacht bzw. unt^bunden, wodurch das 
AusmaB der hMR-Signaldampfiing und -verbreiterung 
durch Relaxation drastisch vermindm, d. h. die Spektrenin- 

15 tensitSt und -auflosung deutlich verbessert wird. Dies er- 
moglicht die Anwendung des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens bei drug targets mit gr5Berai Molekiilmassen, fiir die 
aufgrund rascher Relaxation NMR Exp^mente an nicht- 
deuterierter Probe zu unbefriedigenden Ergebnissen fuhren. 

20 Allerdings miissen Protonen im Molekiil verbleiben, auf de- 
nen die NMR-Detektion erfolgen kann. Als KompromiB 
zwischen Intensitatsverlust aufgrund Protonen- Ausdiirmung 
und Intensitatsgewiim aus Relaxationsminderung ist in der 
Regel ein statistischer Deuterierungsgrad von 30% bis 70% 

25 optimal, wobei das Optimum individueU von Eigenschaften 
des gewahlten drug targets (insbesondere von dessen Mole- 
kiilmasse) abhangt Der statistische Einbau von Deuteronen 
anstelle von Brotonen erfolgt einfach und kostengiinstig mit- 
tels der dem Fachmann bekannten biochemisch^ Expressi- 

30 onsverfahren (Goto and Kay: Current Opinion in Structural 
Biology 2000, 10, 55-592), wobei die gentechnisch modifi- 
zierten Mikroben bzw, Zellkulturen in einem Gemisch von 
deuteriertem Wasser (^H20) und normalem Wasser (^HaO) 
des gewiinschten Mischungsveriialtnisses angezuchtet wer- 

35 den. Gegebenenfalls werden auch die anderen Nahrmedien- 
Komponenten mit dem gewiinschten Deuterierungsgrad 
eingesetzt. 

[0069] In einer weiteren Ausfuhrungsform des bean- 
spruchten Verfahrens wird das drug target nur regional voU- 

40 standig mit Stabilisotopen markiert, um die NMR-sichtbare 
MolekiilgroBe iiber eine der nachfolgend beschriebenen bei- 
den Mdglichkeiten zu minimieren und das \^rfahren somit 
insbesondere fiir GroBmolekule zu optimieren. 
[0070] In einer moglichen Ausformung dieser Ausfiih- 

45 rung werden durch regionale vollst^dige Deuterierung se- 
lektierte Molekulberdche im NMR-Spektrum ausgeloscht, 
da hierdurch die im homonuklearen Korrelationsspektrum 
beobachtbaren Ptotonen eliminiert werden. Die Konsequenz 
ist eine erhebliche spekUrale Vereinfachung bzw. im NMR- 

50 Spektrum ericennbare Verideinerung des drug targets. Insbe- 
sondere modular aus Domanen aufgebaute groBe drug target 
Proteine konnen dadurch NMR-spektroskopisch staiic ver- 
einfacht werden, indem eine oder mehrere Domanen des 
Proteins moglichst hochgradig deuteriert werden. Es muB 

55 lediglich diejenige Proteindomane (teilweise) protoniert und 
damit NMR-erfaBbar bleiben, auf der die zu untersuchende 
Ligandenbindungsstelle liegt Zur Herstellung der entspre- 
chend markierten Proteine konnen bekannte Ibchniken ein- 
gesetzt werden, die auf Protein-Splicing basieren (Otomo, 

60 Ito et al.: Biochemistry 1999, 38, 16040-16044; Yu: Procee- 
dings of the National Academy of Sciences of the USA 
1999, 96, 332-334). 

[0071] In einer altemativen Ausformung dieser Ausfiih- 
rung werden regional andere NMR-selektierbare Stabiliso- 
65 topen eingebaut - beispielsweise ^^N und/oder ^-'C - wo- 
durch die betroffenen Molekulbereiche durch NMR-spek- 
troskopische und dem Fachmann gelaufige Isotopenfilter- 
Techniken (Breeze: Progress in Nuclear Magnetic Reso- 
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nance Spectroscopy 2000, 36, 323-372) selektiv ausgeblen- 
det werden konnen. Zur Herstellung der entsprechend mar- 
kierten Proteine konnen wiederum publizierte Tfechniken 
eingesetzt werden (Goto and Kay: Current Opinion in Struc- 
tural Biology 2000, 10, 55-592). 5 

6. AusfUhrungsbeispiele 

[0072] Die Erfindung wird nachfolgend anhand ausge- 
w^lter AusfUhrungsbeispiele naher beschrieben. lO 
[0073] Zur exempiarischen Beschreibung der DurchfUh- 
rung des erfindungsgemaBen Verfahrens wild eine ca. 1 mM 
konzentrierte waBrige Losung (mit ca. 10 Vol.-% D2O) ei- 
nes drug target Proteines vorgelegt. Als Testsubstanzen wer- 
den eine niedermolekulare Verbindung A sowie Benzophe- 15 
non verwendet, von denen jeweils IM konzentrierte D^- 
DMSOStocklosungen bereitgestellt werden. Die Zugabe 
von ca. 2.5 pi dieser Stocklosung zu den vorgelegten 250 fil 
Proteinlosung ergibt dann ein Testsubstanz : Protein- Ver- 
haltnis vonca. 10: 1. ^ 
[0074] Samtliche NMR-Messungen erfolgen bei 
600 MHz magnetisch«r FeldstSrke. AUe daigestellten Spck- 
tren wurden mit 1024 komplexen Datenpunkten in der di- 
rekten (F2, horizontale Achse) und 128 komplexen Daten- 
punkten in der indirekten (Fl, vertikale Achse) Dimaision 25 
aufgenommen und als Matrix von 1024 x 256 komplexen 
Punkten prozessiert (einf aches Zero-Filling in Fl). Einheit- 
lich wurden die Spektren mit 4 Scans und einer Interscan- 
Relaxationsdauer von 1 s aufgenommen. Daher sind samtli- 
che nachfolgend dargestellten Spektren von gleicher Auf- 30 
nahmedauer (ca. 20 Minuten) umi somit direkt vergleichbar. 
[0075] Zunachst wird das homonukleare ^H,^H-TOCSY 
(Fulton, Hrabal et al.: Journal of Biomolecular NMR 1996, 
8, 213-218) als eine bevorzugte Ausfuhrung des voigestell- 
ten erfindungsgemaBen Verfahrens zum NMR-Soreening 35 
eingesetzt Dieses nachfolgend kurz TOCS Y genannte Ex- 
periment hat die Standardpulssequenz: 

- ti 7C* - 8 - 7C/2 - (PFGi) - DIPSI2 - (PFG2) - 7?/2 - 
(PFG3)-WG-(PFG3)-t2 40 




[0076] Hierbei stehen 7t/2 fur einen 90°-Puls auf Protonen, 
71* fiir einen wahlweise unselektiven oder bandselektiven 
180°-Refokussionspuls auf Protonen, ti bzw. ta fur die Ent- 
wicklungszeit der Protonenfirequenzen in der ersten (indi- 45 
rekten) bzw. zweiten (direkten) Dimension, e eine kurze 
Zeitdauer zur Kompensation der geratebedingten ti-Totzeit, 
DIPSI2 fiir die litCTaturbekannte DIPSI2-Mischsequenz auf 
Protonen (Shaka, Lee et al.: Journal of Magnetic Resonance 
1!>88, 77, 274-293) und WG fiir den literaturbekannten 3-9- 50 
19-Kompositpuls auf Protonen zur fiequenzselektiven Was- 
serunterdruckung (Piotto, Saudek ct al.: Journal of Biomole- 
cular NMR 1992, 2, 661-666; Sklenar, Piotto et al.: Journal 
of Magnetic Resonance 1993, A 102, 241-245), Falls nach- 
folgend nicht anders erwahnt, wurden 29 ms DIPSI2-Misch- 55 
zeit gewahlt. AUe gepulsten magnetischen Feldgradienten 
PFG1.3 haben Halbsinus-Form und eine Dauer von 600 ps. 
PFGi und PFG2 dienen als sog. z-spoils der Axtefaktunter- 
drtickung und konnen prinzipiell beliebige Starke aufwei- 
sen; im vorliegenden Fall werden fur PFGi 34 G/cm Ampli- 60 
tude und 1 .5 ms Abklingzdt, fur PFG2 -30 G/cm Amplitude 
und 2.0 ms Abklingzeit gewShlt Das Gradientenechopaar 
PFG3 hat ebenfaUs prinzipiell beliebige Starke; im vorlie- 
genden Fall werden -28 G/cm Amplitude und 0.2 ms Ab- 
klingzeit gewahlt. ^ 
[0077] Fig. 1 zeigt das TOCSY-Spektrum des fieien drug 
target Proteins (ohne zugesetzte Testsubstanz) bei zwei un- 
terschiedlichen Mischzeiten und illustriert damit gleichzei- 



tig die als bevorzugte AusgesTMng erwahnte Mdglichkeit 
zur spektralen Vereinfachung uber kOrzere Mischzeiten. In 
diesen quadratisch aufgenommenen, entlang derDiagonalen 
spiegelsynunetrischen Spektren sind besondere Spektralbe- 
reiche bezeichnet: der HNNHA-Spektralbereich korrcUert 
Amidprotonen (daneben auch aromatische Protonen) in F2 
mit den H**-Protonen (daneben auch einige aliphatische Sei- 
tenketten-Protonen) in Fl; der HN.H^»^**-Spektralbe- 
reich korreliert Amidprotonen (und aromatische Protonen) 
in F2 mit aliphatischen Protonen der Aminosaure-Seitenket- 
ten (auBer HP) in Fl; der H^*^^-HA-Bereich schUeBlich 
korreliert iP-Ptotonen in Fl mit aliphatischen Protonen der 
AminosSure-Seitenketten in F2. 

[0078] Fig, l.a wurde mit 51.6 ms Mischzeit aufgenoin- 
men und zeigt viele, z. T. uber mehrere Bindungen rd- 
chende Korrelationen, beispielsweise zwischen den Amid- 
protonen und entfemten Methylgruppen der Seitenkette der 
selben Aminosaure. 

[0079] Fig. l.b wurde mit nur 25.8 ms Mischzeit aufge- 
nommen und zeigt ein deutlich Ubersichtlicheres Korrelati- 
onsspektrum als Fig. l.a), da hier die meisten weitreichen- 
dea Korrelationen fehlen und der Transfer sich weitgehend 
auf nahe benacbbarte Protons konzentriert 
[0080] Die bevorzugte Ausgestaltung des spektralen Fal- 
tens in Fl zur Erhohung der spektralen Auflosung bei glei- 
cher MeBdauer wird in Fig. 2 illustriert. Fig* 2.a zeigt noch- 
mals das quadratische TOCSY (jesamtspektrum, in dem als 
horizontale Strichlinien eingetragen ist, wo im gewahlten 
Fall zur Faltung das Spektralfenster in F 1 beschnitten wird. 
Das entsprechend in Fl gefaltet aufgenonunene TOCSY 
Spektrum ist in Fig. 2.b gezeigt. Die Faltung erfolgt nach 
dem States-Schema, wodurch die an einem Ende des Fl- 
Fensters abgeschniUenen Signale am gegeniiberliegenden 
Ende wieder in das gemessene Fl-Fenster hineingefaltet 
werden. Dies wird besonders durch den Verlauf der (intensi- 
yen) Diagonalen des Spektrums deutlich. Der Gewinn an 
spektraler Auflosung in Fl durch dieses Fallen wird anhand 
der in Rg. 2.c (ungefaltetes Spektrum) und Fig. 2.d (gefal- 
tetes Spektrum) besonders herausvergroBerlen HNHA- 
Spektralbereiche bzw. des hervorgehobenen Ausschnittes 
verdeutlicht. Im gewahlten FaU der Faltung auf die halbe ur- 
spriingliche Fl-Breite wird exakt eine Verdoppelung der ge- 
messenen Fl -Auflosung bei gleicher MeBdauer erzielt. 
[0081] Dem gewiinschten Effekt der Auflosungserhohung 
durch spektrales Falten steht der ungewiinschte EfiFekt der 
moglichen Uberlagerung ungefalteter durch hineingefaltete 
Signale gegeniiber. Dies kann durch Hnsatz eines bandse- 
lektiven Pulses in der entsprechenden Dimension weitge- 
hend umgangen werden, wie in Fig. 3 dargestellt und in ei- 
ner besonders bevorzugten Ausfiihrungsform des Verfah- 
rens erwahnt F^. 3.a gibt nochmals den HNHA-Spektral- 
bCTdch des gefalteten TOCSY wieder, wie im Ausschnitt zu 
Fig.2.b) dargestellt. In Flg.3.b wurde jedoch ein bandselek- 
tiver 180**-Rephasierungspuls auf Plotonen (w* in o. a, Puls- 
sequenz) am Ende der zur Fl-Dimension fuhrenden tpZeit 
gesetzt. Dieser Selektivpuls wurde als Q3-Puls (Emsley and 
Bodenhausen: Journal of Magnetic Resonance 1992, 97, 
135-148) mit 2.4 ms Lange implementiert, der in Fl einen 
Spektralbereich von ca. ±1.500 Hz um die Zentralftequenz 
selektiert. Die Unterdriickung auBerhalb des gewahlten 
Spektralbereiches liegender Signale wird besonders anhand 
der nun eliminierten gefalteten Diagonalsignale deutlich. 
[0082] Die Eignung des TOCS Y-Experimentes zur Identi- 
fizierung bindender liganden im NMR-Screening wird 
durch Fig. 4 illusttiert Hierfur wird die bevorzugte Ausfiih- 
rung als bandselektiv gefiltertes TOCSY-Experiment nut 
29 ms kurzer DIPSI2-Vfischzeit gewahlt, wie bereits fur das 
in Fig. 3.b) vorgestellte Spektrum eingesetzt. Dieses Spek- 
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tnun des firden drug target Proteins ist sowohl im HNHA- 
Spektraibereich (Fig, 4.a) als auch im H*^hati«*-HA Spek- 
tralb^reich (Fig. 4.b) als Referenz unterlegt (schwarzes 
Spektrum). Die einfiUirend beschriebene Zugabe einer nie- 
dermolekularen Verbindung A im zehnfachen tJberschuB 
ftihrt zu dem iibergeblendeten Testspektrum. Der Vergleich 
mil dem Testspektrum (graues Spektrum) weist in beiden se- 
lektierten Spektralbereichen deutliche Veranderungen der 
Frequenzen mehrerer Korrelationssignale auf, wcxiurch die 
Verbindung A als lokal bindender Ligand identifiziert ist. 
Dieses Ergebnis wird anhand des in WO 97/18469 beschrie- 
benen Verfahrens, durch Messung und \%rgleich von 
^^/H-HSQC Spdctren des ^^N-markierten drug target Pro- 
teins mit und ohne Ligand, bestatigt. Die Disso2dationskon- 
stante Kq dieses Liganden A kann per NMR nicht n^er be- 
stimmt weiden, mu6 aber im nanomolaren Bereich liegen, 
da keine von der Ligandenkonzentration abhangigen Fre- 
quenzverschiebungen beobachtet werden. Der oflFensicht- 
lich stark bindende Ligand fiihrt stattdessen im substochio- 
metrischen Bereich zu zwei separaten Spektren des drug tar- 
get Proteins fur den freien und den gebundenen Zustand. 
[0083] Fig. 5 zeigt die zu Fig. 4 analogen Referenz- und 
Testspektren nach Zugabe eines zehnfachen Uberschusses 
an Benzophenon. Im Gegensatz zu Verbindung A (Fig* 4) ist 
das Ibstspektrum (graues Spektrum) weitestgehend iden- 
tisch mit dem Referenzspektrum und weist Benzophenon 
somit als nicht bindende Substanz aus. Lediglich drei Korre- 
lationssignale zeigen eiicennbare Frequ«[izanderungen, die 
auf Bindung des in der zugegebenen Stockl5sung efoen&lls 
enthaltenen DMSO beruhen. Dies l^t sich durch die Mes- 
sung eines Spektrums nach Zugabe von reinem DMSO zei- 
gen. Dieses Beispiel zeigt, daB der EinfluB einer DMSO- 
Zugabe auf die NMR-Spektren in einer Vorabmessung uber- 
priift werden soUte. Bei dem vorliegenden drug target Pro- 
tein erfolgt offensichtlich eine spezifische Bindung des 
DMSO, da sich nur sehr wenige Signale verschieben. In der 
Tat konnen die wenigen Signalveranderungen drei Amino- 
sauren irmerhalb der Bindungstasche des Proteins zugeord- 
net werden. DMSO, das gewahlte Losungsmitlel der Sub- 
stanz-Stocklosungen, ist offensichtlich gleichzeitig ein se* 
lektiv schwach bindender Ligand des gew^ten drug tar- 
gets, der mit dem voigestellten NMR-Screeningverfahren 
erstmals identifiziert werden konnte. 
[0084] Als zweite bevorzugte Ausfiihrungsform des erfin- 
dungsgemafien Verfahrens zum Screening per NMR wird 
das %,^H-NOESY (Hotto, Saudek et al.: Journal of Biomo- 
lecular NMR 1992, 2, 661-66€) vorgesteUt. Dieses nachfol- 
gend kurz NOES Y genannte Experiment hat die Standard- 
pulssequenz: 

7C/2 - ti - 7C* - 8 - JC/2 - w - (PFG i) - JcAi - CPFG3) - WG - 
(PFG3)-t2 

[0085] Die verwendeten Symbole wurden bereits fiir das 
TOCSY ^lautert. w steht fur die NOE-Entwicklungszeit; 
sie wird, falls nachfolgend nicht anders erwahnt, zu 100 ms 
gewahlt D^ beliebige z-spoii Gradientenpuls PFGi hat im 
gewahlten Fall -23.5 G/cm Amplitude und 0.2 ms Abkling- 
zeit. Das ebenfalls beliebig w^lbare Gradientenechopaar 
PFG3 hat hier 34 G/cm Amplitude und 0.2 ms Abklingzeit. 
[0086] Fig. 6 zeigt das Fig. 1 entsprechende NOESY- 
Spektrum des freien drug target Proteins mit 100 ms Misch- 
zeit. Im Vergleich zum TCX:SY (Fig. 1) fallt auf, dafi natur- 
gemafi wesentlich mehr Korrelationssignale im NOES Y be- 
obachtet werden. Die spektrale Komplexitat kann hingegen 
durch Kurzen der Mischzeit nicht wesentlich vereinfacht 
werden, denn die Korrelationssignale werden im NOESY 
kaum selektiv, sondem vielmehr global gedampft. 



[0087] Fig« 7 illustriert analog F1^. 2 den moglichen Auf- 
losungsgewinn durch spektrales Falten in Fl auch fur das 
NOESY; die Faltung entspricht hierbei exakt derjenigen in 
Fig. 2. Aufgrund der wesentlich groBeren Anzahl Korrelati- 

5 onssignale besteht die Gefahr zusatzlicher tJberlappung ge- 
falteter und ungefalteter Signale fiir das NOESY viel starker 
als fur das TOCSY. Jedoch kommt es bei der gewahlten Fal- 
tung zumindest im bestaufgelosten HNHA-Spektralbereich 
(Fig. 7.C und d) kaum zu zusatzlichen Uberlappungen. 

10 [0088] Erfaohung der Auflosung durch Bandselektion ist 
aus den genannten Griinden fiir das NOESY besonders vor- 
teilhaft, wie duich Fig. 8 dargestellt. Die Spektren sind wie- 
dmim analog zu Fig. 3. Der HNHA-Spektralbereich mit 
Faltung ist in Fig. B.a gezeigt Fig. 8.b zeigt das entspre- 

IS chende bandselektive Spektrum, das durch Einsatz eines 
Q3-Rephasierungspulses von 2.4 ms Dauer am Ende der tp 
Zeit erhalten wurde (nahere Erlauterungen hierzu siehe 
oben). 

[0089] Die Eignung des NOES Y-Experimentes zur Identi- 
20 fizierung bindender Liganden im NMR-Screening wird 
durch Fig. 9 illustriert. Hierfiir wird die bevorzugte Ausfiih- 
rung als bandselektiv gefiltertes NOESY-Experiment mit 
100 ms Mischzeit gewahlL Die Darstellung beschrankt sich 
auf den bestaufgelosten Spektralbereich der HNHA-Korre- 
25 lationen. Wie bereits in Fig. 4 fiir das TOCSY ist auch fur 
das NOESY das entsprechende Referenzspektrum 
(schwarz) des freien drug target Proteins unterlegt Nach 
Zugabe der niedermolekularen Verbindung A im zehnfar 
chen Uberschufi wird das deutlich veranderte Ibstspektrum 
30 (grau) erhalten. Damit ist gezeigt, daB auch das NOESY Ex- 
periment zur Suche nach undldentifizierung von bindenden 
Liganden geeignet ist. 

[0090] Fig. 10 zeigt das zu Fig. 9 analoge Referenz- und 
Testspektrum nach Zugabe eines zehnfachen Uberschusses 

35 an Benzophenon. Wie bereits das TOCSY (Fig. 5) bleibt 
auch das NOESY weitgehend identisch und weist Benzo- 
phenon als nicht bindende Substanz aus. Die sehr sporadi- 
schen geringfugigen Abweichungen sind wiederum auf lo- 
kalisierte schwache Bindung des zugesetzten DMSO zu- 

40 ruckzufuhren. 
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1. Verfahren zum Auffinden von an ein vorgegebenes 
drug target bindenden Liganden, umfassend die folgen- 
den Schritte: 

(A) Aufnahme eines zwei- oder hoherdimensio- 
nalen NMR-Korrelationsspektrums des freien, ge- 
losten drug targets, bei dem mindestens zwei Pro- 
tonendimensionen miteinander korreliert sind, als 
Referenzspektrum; 

(B) Aufnahme eines zweiten, gleichartigen 
NMR-Korrelationsspektrums einer das drug tar- 
get und einen oder mehrere Testsubstanzen ent- 
haltenden I^ung als Testspektrum; 

(C) Identifizierung bindender Liganden anhand 
von Veranderungen der NMR-Signale des drug 
targets zwischen dem Testspektrum und dem Re^ 
ferenzspektrum. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, worin als NMR-Kor- 
relationsspektrum ein zweidimensionales Spektrum 
gemessen wird. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2, worin bin- 
dende Liganden anhand von Veranderungen in den Si- 
gnalfrequenzen von einem oder mehr^en der Signale 
des drug targets identifiziert werden. 

4. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 3, wo- 
rin bindrade Liganden anhand von Veranderungen in 
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den Signalintensitaten von einem oder mehreien der 
Signaie des drug targets identifiziert werden. 

5. Verfahren gemaB einem oder mehreren der vorste- 
henden Anspriiche, worin zur Messung der NMR-Kor- 
relationsspektren ein NMR Experiment verwendet 
wild, das In-Phase Korrelationssignale liefert. 

6. Verfahren gemaB Anspruch 5, worin das TC)CSY- 
bzw. homonukleare Hartmann-Hahn-Experimrat ver- 
wendet wild. 

7. Verfahren gen^ Anspruch 6, worin das Experi- 
ment mit einer TOCSY-Mischzeit von 15 bis 45 ms 
durcbgefUhrt wird. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 6 oder 7, worin eine 

breitbandige Mischsequenz eingesetzt wird. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 6 bis 8, worin eine 
NOE/ROE-kompensierte Mischsequenz eingesetzt 
wird. 

10. Verfahren gemaB Anspruch 5, worin zur Messung 
der NMR-Koirelationsspektren das NOESY Experi- 
ment verwendet wird. 

11. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 5 bis 10, 
worin das Experiment in einer oder mehreren Dimen- 
sionen bandselektiv gefiUert durchgefuhrt wird. 

12. Verfahren gem^ einem der Anspriiche 5 bis 10, 
worin das Experiment ein bandselektives IVansfermo- 25 
dul zur Korrelation verwendet. 

13. Verfahren gemaB Anspruch 12, worin als Experi- 
ment das TOCSY-Experiment gewahlt wird und als 
doppelt bandselektives TACSY-Experiment durchge- 
fuhrt wird. 

14. Verfahren gemaB Ajispruch 13, worin das Experi- 
ment insbesondere als HNHA-korrelierendes TACSY, 
d, h. unter Selektion der HA- und der HN-Spektralban- 
den, ausgefuhrt wild. 

15. Verfahren gemaB einem der voriietgehenden An- 
spruche, worin das NMR Experiment so durchgefuhrt 
wird, daB die Signaie nicht gebundener Testsub- 
stanz(en) selektiv unterdruckt werden. 

16. Verfahren gemaB einem der vorheigehenden An- 
spriiche, worin das NMR-Experiment so durchgefiihrt 40 
wird, daB die gemessene spektrale Breite in einer oder 
mehreren der indirekten Dimensionen geringer ge- 
wahlt wird als die spektrale Breite der gemessenen Pro- 
tonensignale. 

17. Verfahren gemaB einem der vorheigehenden An- 45 
spriiche, worin ein partieU deuteriertes drug taiget ein- 
gesetzt wird. 

18. Verfahren gemaB einem der vorheigehenden An- 
spriiche, worin zudem der Bindungsort des liganden 
am drug taiget bestinunt wird durch Identifizierung der 50 
Protonen, deren Signal&equenzira und/oder Signalin- 
tensitaten durch die Bindung verSndert werden, mittels 
Vergleich der Frequenzen dieser Signaie im Referenz- 
spektrum mit einer bekannten Zuordnung dieser Si- 
gnaie zu den diesen Signalen zugrunde liegenden Pro- 
tonen. 

19. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche, worin in einem ersten Verfahrensabschnitt die 
Schritte (B) und (C) aus Anspruch 1 zunachst mit einer 
Mischung von Testsubstanzen durchgefuhrt werden 
und worin die Schritte (B) und (Q aus Anspruch 1 in 
einem zweiten Verfahiensabschnitt mit den in dieser 
Mischung enthaltenen einzelnen Testsubstanzen wie- 
derfaolt werden, sofem eine Bindung von einem oder 
mehrer^ der in der Mischung enthaltenen Testsubstan- 65 
zen an das drug target im ersten Verfahrensabschnitt 
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gefimden wurde. 
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